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Badania nad wpływem karbofuranu na rozwój granułocytów 
obojętnochłonnych szczura 


M3ydeHne BIMAHMA KapóocbypaHa Ha pa3BUTHe HEĤTDOQMIIBHBIX 
JIeAKONATOB KDPBICBI 


Studies on Carbofuran Effect on the Development of Neutrophils in Rats 


Wiele spośród środków chemicznej ochrony roślin, mimo niskiej to- 
ksyczności, posiada negatywny wpływ na narządy i tkanki. Należy do nich 
między innymi karbofuran z grupy insektycydów karbaminianowych. 
Mechanizm toksycznego działania związków tej grupy polega na hamo- 
waniu esterazy cholinowej, z którą jednak, w odróżnieniu od związków 
fosforoorganicznych, nie tworzą stałych kompleksów. Jednocześnie, z 
uwagi na duże podobieństwo ich budowy chemicznej do acetylocholiny, 
mogą wywierać bezpośredni wpływ na układ nerwowy (1). Stwierdzono 
toksyczny wpływ preparatów tej grupy, np. karbarylu, na niektóre na- 
rządy, takie jak: wątroba, nerka, gonady (2). Karbaryl był również oce- 
niany w naszych eksperymentach w aspekcie jego działania na komórki 
szpiku kostnego. W czasie kontynuacji badań nad wpływem insektycy- 
dów karbaminianowych na szpik kostny, interesujące wydało się prze- 
śledzenie wpływu karbofuranu na tę tkankę, tym bardziej że w porów- 
naniu z karbarylem jest on ok. 100X bardziej toksyczny. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Badania przeprowadzono na szczurach białych, samicach, hodowli własnej, o 
c.c, 150—200 g. Wśród zwierząt wyodrębniono grupę kontrolną oraz 5 grup do- 
świadczalnych, po 15 szczurów w każdej. Zwierzętom doświadczalnym podawano 
sondą, dozolgdkowo, wodny roztwór karbofuranu, zag zwierzętom kontrolnym — 
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wodę destylowana w ilości odpowiadającej objętościowo roztworowi karbofuranu, 
który otrzymywały zwierzęta doświadczalne. Wskaźnik ostrej toksyczności — DLs 
dla karbofuranu wynosi 14 mg/kg c.c. (1). 

Zwierzęta doświadczalne otrzymywały następujące dawki preparatu: 

grupa I doświadczalna — jednorazowa dawka karbofuranu w wysokości równej 
0,1 DLs; 

grupa II Jdoświadczalna — jednorazowo w wysokości równej 0,5 DLso; 

grupa III doświadczalna — jednorazowo w wysokości równej DL,,; 

grupa IV doświadczalna — 0,025 DLs karbofuranu w ciągu 30 dni; 

grupa V doświadczalna — 0,05 DLs w ciągu 30 dni. 

Szpik z kości udowych pobierano w narkozie eterowej od szczurów kontrol- 
nych po upływie 24 godz. od momentu podania wody destylowanej, zaś od szczu- 
rów doświadczalnych — po upływie 24 godz. od chwili podania ostatniej dawki 
karbofuranu. Prowadzono badania morfologiczne i histochemiczne, wykonując reak- 
cję z dwuaminobenzydyną (DAB), na obecność mieloperoksydazy, 

Materiał do badań morfologicznych przygotowywano w sposób typowy dla 
techniki mikroskopowo-elektronowej. Stosowano podwójne utrwalanie w zbuforo- 
wanych roztworach 4% glutaraldehydu i 1% kwasu osmowego, odwadnianie w szere- 
gu etanoli i zatapianie w Eponie 812. 

Szpik do badań cytochemicznych utrwalano w 1,5% zbuforowanym roztworze 
aldehydu glutarowego. Następnie wykonywano reakcję z dwuaminobenzydyną 
(DAB), inkubujac materiał w ciągu 60 min. przy pH=7,0 w temp. +37°. Po inku- 
bacji szpik dotrwalano w 1% OsO;, po czym postępowano analogicznie jak w przy- 
padku badań morfologicznych. Skrawki krojono na ultramikrotomie Tesla BS 490, 
a następnie oglądano i fotografowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS 613 


WYNIKI BADAŃ 


Grupa kontrolna 


Mieloblasty i wczesne promielocyty posiadały jądra komórkowe o re- 
gularnych obrysach i drobnoziarnistej, równomiernie rozmieszczonej, 
chromatynie, które to cechy charakteryzują młode, niezróżnicowane 
komórki. Cytoplazma była uboga w organella komórkowe. Spotykano nie- 
liczne przekroje siatki śródplazmatycznej oraz pojedyncze mitochondria. 
Odczyn na mieloperoksydazę był wyraźny i występował w otoczce jądro- 
wej oraz kanałach siatki śródplazmatycznej (ryc. 1). 

W miarę dojrzewania komórek rosła w nich ilość mitochondriów oraz 
cystern śródplazmatycznych wypełnionych ciemnymi strątami produktu 
reakcji z DAB. Poza tym w cytoplazmie późnych promielocytów obecna 
była duża ilość peroksydazododatnich ziarnistości I-rzędowych zwykle o 
kształcie okrągłym, różnej wielkości, otoczonych pojedynczą błoną. We 
wczesnych promielocytach ziarnistości te występowały sporadycznie 
(ryc. 1). Dojrzałe promielocyty zawierały również dobrze rozwinięte, typo- 
“wo zbudowane, struktury Golgiego, zawierające produkt reakcji z DAB. W 
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kolejnym stadium rozwojowym granulocyta obojętnochłonnego — w mie- 
locycie jądra miały najczęściej kształt nieregularny, a chromatyna two- 
rzyła skupienia przylegające do wewnętrznej otoczki błony jądrowej. W 
cytoplazmie, obok struktur obecnych w promielocytach, pojawił się dru- 
gi rodzaj ziarnistości granulocytów obojętnochłonnych — ziarnistości II- 
-rzędowe, nie zawierające mieloperoksydazy (ryc. 2). Produkt reakcji z 
DAB obecny był w tych komórkach jedynie w obrębie ziaren I-rzędo- 
wych (ryc. 2). 

Podobny obraz przedstawiały metamielocyty, jednak jądra ich miały, 
charakterystyczny dla tego stadium, pierścieniowaty kształt i duże brzeż- 
ne skupienia chromatyny. Cytoplazma tych komórek zawierała dużą ilość 
peroksydazododatnich ziarnistości I-rzędowych oraz nie zawierające mie- 
loperoksydazy ziarnistości II-rzedowe. . 

Dojrzałe neutrofile charakteryzowała obecność wielopłatowego jądra 
komórkowego, o zbitej chromatynie i bardzo mała ilość organelli komór- 
kowych, trudnych czesto do identyfikacji z powodu dużego nagromadze- 
nia ziarnistości cytoplazmatycznych. Wśród tych ostatnich występowały 
peroksydazododatnie ziarna I-rzędowe oraz nie zawierające mielopero- 
ksydazy ziarna Il-rzędowe. 


Grupa I doŝwiadczalna — 0,1 DL, 


Wszystkie formy rozwojowe granulocytów obojętnochłonnych szpiku 
szczurów, które otrzymały jednorazową dawkę karbofuranu w wysokości 
0,1 DLs, nie wykazywały odchyleń od normy. Dotyczyło to zarówno ich 
budowy submikroskopowej jak i aktywności oraz rozmieszczenia mielo- 
peroksydazy. 


Grupa II doświadczalna — 05 DL, 


Po wprowadzeniu do organizmu zwierząt karbofuranu w dawce 0,5 
DLs stwierdzono w komórkach rozwijających się granulocytów obojetno- 
chłonnych pewne odchylenia od stanu prawidłowego tylko we wczesnych 
formach rozwojowych. 

Przy zachowanej nie zmienionej budowie wszystkich organelli komór- 
kowych mieloblasty wykazywały zmniejszenie ilości produktu reakcji z 
DAB w siatce śródplazmatycznej, a promielocyty — we wszystkich struk- 
turach biorących udział w syntezie białka oraz w ziarnistościach I-rzędo- 
wych. Zmniejszeniu ilości produktu reakcji z DAB w ziarnistościach I- 
-rzędowych promielocytów towarzyszyło nierównomierne jego rozmiesz- 
czenie w obrębie ziaren. Najczęściej odczyn występował w obwodowej 
strefie ziaren (ryc. 3) -~ 
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Ponadto ilość omawianych ziarnistości w promielocytach była w po- 
równaniu z materiałem kontrolnym obniżona. Większość mielocyów nie 
wykazywała odchyleń od normy. Nieliczne tylko posiadały mniejszą ilość 
ziarnistości II-rzedowych. Metamielocyty i dojrzałe granulocyty były 
prawidłowe. 


Grupa III doświadczalna — DL, 


Obraz dojrzewających neutrofili szpiku tej grupy wskazywał na ten 
sam charakter zmian co w grupie poprzedniej. W wielu komórkach były 
one jednak bardziej nasilone. Tak więc w dalszym ciągu obserwowano 
osłabienie reakcji na mieloperoksydazę w kanałach siatki srodplazmatycz- 
nej, strefie Golgiego i w ziarnistościach I-rzędowych we wczesnych sta- 
diach rozwojowych (ryc. 4). Zmniejszeniu uległa także ilość ziarnistości 
I-rzędowych w promielocytach i II-rzedowych w mielocytach (ryc. 5). 


Grupa IV doświadczalna — 30X0,025 DL, 


W wyniku podostrego zatrucia karbofuranem w dawce 0,025 DL; 
zdecydowana większość komórek posiadała budowę prawidłową. W ko- 
mórkach tych nie odbiegała również od normy ilość ziarnistości cytoplaz- 
matycznych obu typów, oraz rozmieszczenie mieloperoksydazy w ziarnis- 
tościach I-rzędowych. Spotykano jednakże pojedyncze komórki o zmie- 
nionym wyglądzie. Posiadały one mniej ziarnistości cytoplazmatycznych 
oraz mniej mieloperoksydazy, która zlokalizowana była na obwodzie zia- 
ren I-rzędowych (ryc. 6). Niekiedy widoczne były młode formy rozwojo- 
we ze słabszym odczynem na mieloperoksydazę w strukturach błoniastych 
komórki, zaangażowanych w syntezę białek enzymatycznych (ryc. 7). 


Grupa V doświadczalna — 30X0,05 DL, 


Po 30-krotnym podaniu karbofuranu w dawce 0,05 DL, obserwowano 
zmiany dotyczące granulogenezy oraz ilości ziarnistości cytopłazmatycz- 
nych we wszystkich stadiach rozwojowych neutrofili. Ponadto stwier- 
dzono również zaburzenia w budowie niektórych organelli komórkowych. 
Promielocyty miały słabszy niż w warunkach fizjologicznych odczyn na 
mieloperoksydazę w strukturach błoniastych komórki (ryc. 8). Obserwo- 

"wano zubożenie ziaren I-rzędowych w mieloperoksydazę w promielocy- 
tach (ryc. 9). 

Ponadto jedynie w tej grupie doświadczalnej spotykano ziarnistości 
I-rzędowe nie zawierające produktu reakcji z DAB (rye. 8) oraz obrzmia- 
łe mitochondria. Stopień obrzmienia tych organelli był często znaczny, 
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Ryc. 2 
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Ryc. 4 


Alina Tochman, Maciej Latalski, Daniela Obuchowska, Janina Halliop 


ANN. UNIV. MARIAE CURIE-SKŁODOWSKA, sectio D, vol. XL, 20 Tabl. III 


Ryc. 6 
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Ryc. 8 
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Ryc. 10 
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związany z całkowitym prawie zanikiem grzebieni (ryc. 8). Tylko w tej 
grupie doświadczalnej można było obserwować również obecność struk- 
tur mielinowych w obrębie mitochondriów (ryc. 8), stref Golgiego (ryc. 
9, 10) oraz błon siatki śródplazmatycznej. Ilość ziarnistości I- i Il-rzędo- 
wych w dojrzałych neutrofilach była mniejsza niż w grupach I—IV 
(rye. 10). 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 


Oprócz niewątpliwych korzyści, płynących ze stosowania środków 
ochrony roślin, stanowią one pewne zagrożenie dla ludzi zatrudnionych 
przy ich produkcji, magazynowaniu i dystrybucji oraz przy zabiegach 
agrotechnicznych. Stąd też badania zmierzające do poznania mechanizmu 
działania pestycydów na narządy i tkanki są w pełni uzasadnione. 

Do środków tych należy między innymi duża grupa związków będą- 
cych pochodnymi kwasu karbaminowego, a wśród nich — karbofuran. 
Wykazano, że mechanizm ‘działania karbaminianów polega głównie na 
blokowaniu cholinesterazy, nie wyjaśniono jednak, czy to jedyna droga 
ich działania (2). Udowodniono toksyczny wpływ karbaminianów na na- 
rządy miąższowe, takie jak wątroba i nerka (2). Inne tkanki, nie związane 
wprawdzie bezpośrednio z metabolizmem czy wydalaniem tych substancji, 
np. szpik kostny, wykazywały również zmiany morfologiczne w przypad- 
ku ostrych i podostrych eksperymentalnych zatruć herbicydami (3—6). 

Podczas obecnych badań stwierdzono, że także karbofuran wywiera 
wpływ na niektóre komórki szpiku kostnego, zmieniając ich morfologię, 
dezorganizujac granulogenezę i w ten sposób zaburzając ich funcję. 
Zmiany te dotyczyły jedynie komórek szeregu rozwojowego granulocy- 
tów obojętnochłonnych, podczas gdy w granulocytach kwasochłonnych 
odchyleń od normy nie obserwowano. 

Szczególnie wnikliwie analizowano proces tworzenia ziarnistości w 
granulocytach obojętnochłonnych, czyli granulogenezę, z tego względu, 
że ziarnistości cytoplazmatyczne neutrofili związane są ściśle z pełnioną 
przez te komórki funkcją obronną w organizmie (7, 8). Reakcja z DAB, 

świadcząca o obecności mieloperoksydazy, okażała się pomocna zarówno 
w ocenie granulogenezy w poszczególnych stadiach rozwojowych granu- 

` eytow obojętnochłonnych, a także w odróżnieniu ziarnistości I-rzędowych 
od II-rzedowych (9—11). 

W zatruciach ostrych karbofuranem, podawanym w dawce 0,1 DL; 
i podostrych — 30X 0,025 DLs. — nie stwierdzono zmian w granulogene- 
zie w poszczególnych formach rozwojowych neutrofili. Natomiast po 
dawce 0,5 DLs) oraz DLs w zatruciach ostrych i 30X0,05 DLsy, w zatru- 
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ciach podostrych obserwowano zmniejszenie ilości produktu reakcji 
z DAB w siatce śródplazmatycznej i strukturach Golgiego mielobla- 
stów i promielocytów, a także w ziarnistościach I-rzędowych tych kom6- 
rek. Jednocześnie obserwowano mniejszą niż w warunkach prawidłowych 
ilość ziaren I-rzedowych i II-rzedowych we wszystkich stadiach rozwo- 
jowych. Osłabienie syntezy mieloperoksydazy w komórkach, a także 
zmniejszenie ilości innych białek enzymatycznych, powoduje prawdopo- 
dobnie upośledzenie funkcji omawianych komórek. 

Podstawową czynnością granulocytów obojętnochłonnych jest ich 
udział w procesach fagocytozy i trawienia wewnątrzkomórkowego (3). 
W procesach tych uczestniczą białka enzymatyczne zlokalizowane w ziar- 
nistościach cytoplazmatycznych neutrofili. Obniżenie więc poziomu tych 
białek odbija się prawdopodobnie ujemnie na funkcji komórek. 

Zaburzeniom granulogenezy towarzyszyło niekiedy obrzmienie mito- 
chondriów. Dotyczyło ono jednakże tylko nielicznych komórek i nie- 
znacznej liczby mitochondriów w tych komórkach. Ważne jest ponadto 
zachowanie ciągłości błony zewnętrznej tych organelli, co przemawia za 
odwracalnym charakterem zmian. Struktury mielinowe również nie wy- 
stępowały często, dlatego nie ma podstaw do oceny stwierdzanych zmian, 
jako zmian wstecznych. 

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji można sądzić, że zarówno 
w zatruciach ostrych, jak i podostrych wysyłane są do krwiobiegu nie- 
pełnowartościowe granulocyty obojętnochłonne. Jednocześnie należy pod- 
kreślić, iż stwierdzone w komórkach szeregu rozwojowego granulocy- 
tów obojętnochłonnych zmiany mają prawdopodobnie charakter odwra- 
calny, Biorąc pod uwagę ten fakt oraz to, że komórki szpiku ciągle się 
wymieniają, można przypuszczać, iż szpik może podjąć prawidłową funk- 
cję z chwilą zaprzestania podawania karbofuranu. 
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OBJAŚNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Grupa kontrolna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25000X. 
Ryc. 2. Grupa kontrolna. Mielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X. 

Ryc. 3. Grupa II doświadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X. 
Ryc. 4. Grupa III doświadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X. 
Ryc. 5. Grupa III doświadczalna. Mielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25.000X. 
Ryc. 6. Grupa IV doświadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X. 
Ryc. 7. Grupa IV doświadczalna. Niedojrzały promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. 

ok. 25 000X. 


Ryc. 8, 9. Grupa V doświadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 
25 000X. 

Ryc. 10. Grupa V doswiadczalna. Dojrzały granulocyt. Reakcja z DAB. Pow. 
ok. 25 000X. 


OBJAŚNIENIA SYMBOLI 


ER — retikulum endoplazmatyczne N — jądro komórkowe 

G — struktury Golgiego Z, — ziarnistości I-rzedowe 

M — mitochondria Z, — ziarnistości II-rzedowe 
PESIOME 


Ijecipro uacToamieji PpabOTbI ABJAJOCb MPOAHAJM3MPOBAHME M3MEHEHKŬ cy6Mn- 
KDPOCKONMUECKOĤ CTDYKTYDBI, a TAKKE AKTUBHOCTM MHEHONEPOKCHAAS, KJIETOK pa3- 
BUBAIOUIerOcn paga HEĤTDODMIBHBIX JEĤKOUMTOB MOSTA KDbICBI IPA OCTDOM X 
HOXZOCTPOM OTPABAEHMM KapGocbypaHoM. ONHOKDATHOE BBEZEHKE KapOodypaHa 0,1 
AJIso u 30-«paTHoe no 0,025 [JI;y HE BBI3LIBAJIO OTKJIOHEHMA OT MPABHHBHOTO rpa- 
HyJIOTEHe3a M MOD(DONOTMUECKMX M3MEHeHHA B OTAEABHBIK PASBMBAIOUIKXCOH op- 
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Max ueńrpodujnu. [locie npuMeHeHnA Oojee BBICOKUX 103 1X0,5 DJs, 1X Ads, 
a taxxe 30X0,05 MJIzy OTMETMIIM M3MEHEHMA CTPYKTYDBI B HEKOTOPbIX KHETOUHBIX 
opraiejliax, a Takxxe paccTpOMCTBO AKTUBHOCTM MMENONEPOKCKAABS M KOJMAECTBA 
HUATONJIA3MATMU1ECKUX BEPHMCTOCTeM MCCJIENYEMBIX KHETOK. IIpeANOJATAEM, uro pac- 
CTPOŃCTBA TAKOTO Tuma MOTYT ObITb MDMUMHOĤ OCHAAŬNEHMA DYHKUMM MCONOJHAEMOĤ 


uHeńiTpocbujiaMu. ONHOBDEMEHHO yCTAHOBJIEHO, UTO XADPAKTED YKAZAHHBIX M3MEHEHNIH 
6611 OBDATKMBIĤ. 


SUMMARY 


The aim of the paper was to analyse changes in submicroscopial structure and 
in myeloperoxidase activity of celis of neutrophils’ developmental series in rats’ 
marrow, in acute and subacute carbofuran intoxication. A single carbofuran admi- 
nistration at 0.1 DLs, and 30-fold administration of a dose of 0.025 DLso did not 
induce deviations in normal granulogenesis nor changes in morphology of particular 
developmental forms of neutrophils. After application of higher doses — 1X0.5 DL~e, 
1XDLy and 30X0.05 DLs, changes in the structure of some cellular organelle were 
found, as well as the disturbances in myeloperoxidase activity and the number of 
cytoplasmic granules in the cells investigated. It seems that disorders of this kind 
may causes weakness of the functions performed by neutrophils. At the same 
time it was confirmed that the changes indicated were of reversible character. 


EXPLANATION TO FIGURES 


Fig. 1. Control group. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 25000X. 

Fig. Control .group. Myelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 25000X. 

Fig. 3. Experimental group II. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 
25 000X. 

Fig. 4. Experimental group III. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 
25 000X. 

Fig. 5. Experimental group III. Myelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 
25 000 X. 

Fig. 6. Experimental group IV. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 
25 000X. 

Fig. 7. Experimental group IV. Non-mature promyelocyte. Reaction with DAB. 
Magn. ca 25000X. ` 

Fig. 8, 9. Experimental group V. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 
25 000X. i 

Fig. 10. Experimental group V. Mature granulocyte. Reaction with DAB. Magn. 
ca 25 000X. 


p 


EXPLANATION TO SYMBOLS 


ER — endoplasmic reticulum N — nucleus 
G — Golgi complex Z; — primary granules 
M — mitochondria Z, — secondary granules „ 


